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(57) Abstract 

A process is disclosed for determining the status of an organism by measuring peptides in a sample of the organism which contains 
high-molecular and low-molecular peptides and acts as an indicator of the organism status. Low-molecular peptides are directly sensed and 
characterised, and are then correlated with a reference. 

(57) Zusaromenfassung 

Verfahrcn zur Erbssung des Status tines Organism us durch Messung von Peptiden aus einer Probe des Organ ism us, die hoch- 
und niedrigmolekulare Peptide cnthftlt, als Indikator far den Status des Organismus, wobei niedrigmotekulare Peptide direVt erfaBt und 
charakterisiert und mit einer Referenz in Beziehung gesetzt werden. 
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Verfahren zur Brf assuncr des Status eines 
Orqanismus durch Megsune r von Pentid*^ 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Erfassung des Status eines Organisrous durch Messung von 
Peptiden aus einer Probe des Organisrous. 

Zur Erfassung des Status eines Organisrous werden verschiedene 
analytische Methoden eingesetzt. So wird beispielsweise in 
der Diagnostik von hoheren Organismen bei pathologischen 
Befunden aufgrund der Symptomatik versucht, die Ursache der 
pathologischen Veranderung zu ergrunden, urn eine kausale 
Therapie zu entwickeln. Desweiteren ist man bemuht, durch 
Sequenzierung der Genome von Organismen und Etablierung von 
"Wildtyp-Genomen" eine Referenz eines durchschnittlichen, 
■gesunden" Organisrous zu entwickeln, urn dann individuelle 
Abweichungen, die auf tnogliche pathogene Entwicklungen 
hinweisen konnen, durch entsprechende Genanalysen zu ent- 
decken. Nachteilig an dera ersten methodischen Ansatz ist, 
daB man keine hypothesenfreie Diagnostik durchfuhren kann, 
da dabei eine Diagnose unternommen wird, die bereits auf 
Vermutungen beruht. Nachteilig an dem zweiten Verfahren ist, 
dafi es auf lange Sicht noch nicht moglich sein wird, wichtige 



WO 98/07036 



PCIYEF97/04396 



- 2 - 

oder gar alle auf genetische Fehlfunktionen zuruckzufuhrende 
Erkrankungen zu diagnostizieren. Ein welterer Nachteil der 
zuletzt genannten Methode kann auch darin bestehen, daS eine 
Mutation auf einem Gen nicht unbedingt zur Expression des 
damit verbundenen PMnotypen fOhrt. 

Es ware mithin wunschenswert , uber ein universell einsetz- 
bares diagnostisches Verfahren zu verftigen, mit welchem es 
gelingt, die geschilderten Nachteile zu vermeiden und ins- 
besondere eine hypothesenfreie Diagnostik durchftihren zu 
k6nnen. Das diagnostische Verfahren sollte daruber hinaus 
universell einsetzbar sein, nicht beschrlnkt bleiben auf 
hoher entwickelte Systeme, sondern auch gleichfalls einsetz- 
bar sein, ura den Status von niederen Organisraen zu erfassen. 
Es sollte daruber hinaus leicht etablierbar sein und mit an 
sich bekannten Techniken ausgefuhrt werden konnen. 

Ein der Erf indung zugrundeliegendes technisches Problem liegt 
mithin in der Bereitstellung eines solchen Verfahrens. 

Uberraschenderweise wird das der Erf indung zugrundeliegende 
technische Problem in einfacher Weise durch ein Verfahren 
mit den Merkmalen des Anspruchs 1 geldst. Die Unteransprtiche 
betref f en bevorzugte Ausfiihrungsf ormen des erf indungsgem§£en 
Verfahrens, 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur Erf assung des Statue eines 
Organisraus geht davon aus, daB dem zu untersuchenden 
Organismus eine Probe entnommen wird. Die Probe kann auch 
der vollstandige Organismus sein. Die Probe mufi niedrig- 
molekulare Peptide enthalten, wobei es nicht stort, wenn die 
Probe neben niedrigmolekularen Peptiden auch hochmolekulare 
Peptide oder Proteine enth&lt. Die niedrigmolekularen Peptide 
werden dabei erf indungsgemSB direkt erfafit und charakteri- 
siert und dien n als Indikator fur den Status des Organismus. 
Dabei ist es sowohl mdglich, einzelne Peptide direkt meB- 
technisch zu erfassen, mehrere Peptide mefitechnisch zu 



WO 98/07036 



PCT7EP97/04396 



- 3 - 

erfassen bis hin zu alien in der Probe befindlichen und 
mefitechnisch erfafibaren niedermolekularen Peptide. Anders 
als bei herkommlichen analytischen oder diagnostischen 
Methoden, wie die Gel-Elektrophorese oder die zwei- 
dimensionale Elektrophorese und beispielsweise klinische 
diagnostische Methoden, werden hier nicht die hochmolekularen 
Strukturen, wie beispielsweise Proteine untersucht. Im 
Gegensatz zu an sich bekannten diagnostischen Methoden, wie 
beispielsweise Radioiramunassay oder anderen Kompetitione- 
assays zur Messung von Peptidhormonen und ahnlichem, werden 
erfindungsgemafi die niedermolekularen Peptide direkt mefi- 
technisch erfafit und nicht wie in den genannten Methoden 
indirekt. Als Referenz dient die Verteilung niedrigmole- 
kularer Peptide bei einem reprasentativen Querschnitt von 
definierten Kontrollen. 

Ira erfindungsgemSfien Verfahren kann die zu untersuchende 
Probe von Geweben- oder Flussigkeitsproben aus dem 
Organismus, dessen Status aufgenomraen werden soil, stararaen 
oder es kann der Organismus selbst oder Teile davon sein. 
Im Falle der Untersuchung niederer Organismen dient vorzugs- 
weise der Organismus selbst als Probe. Als niedere Organismen 
kommen insbesondere Einzeller, wie prokaryontische Systeme 
oder einfache eukaryontische Systerae, wie Hefen oder andere 
Mikroorganisraen, in Betracht. 

Erfindungsgemafi sollen die niedrigmolekularen Peptide, die 
zur Messung herangezogen werden, vorzugsweise ein Molekular- 
gewicht von hdchstens 30.000 Dalton aufweisen. Die untere 
Grenze ist an sich nicht kritisch, jedoch stellen Dipeptide 
die untere Grenze der niedrigmolekularen Peptide, die er- 
findungsgemafi erfafit werden sollen, dar. Insbesondere bevor- 
zugt sind Molekulargewichtfe der niedrigmolekularen Peptide 
von 100 bis 10,000 Dalton. 

Falls erforderlich, weil beispielsweise durch eine veranderte 
MeBanordnung bedingt, kann es vorteilhaft sein, hochmole.- 
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kulare Peptide oder Proteine sowie andere Biopolymere, die 
moglicherweise mit der Messung interf erieren, aue der Probe 
zu entfernen. Dies ist insbesondere dann nicht erforderlich, 
wenn durch die erf indungsgemafi einzusetzende MeEmethode die 
hShermolekularen Peptidverbindungen meStechnisch nicht erfafit 
werden . 

Vorzugsweise wird erfindungsgeraafc die Massenspektroskopie 
zur Erfassung der niedermolekularen Peptide eingesetzt. Ins- 
besondere bewahrt hat sich dabei die sogenannte MALDI-Methode 
(Matrixunterstutzte Laser-Desorptions-Ionisations-Massen- 
spektroskopie) . wird die Massenspektrometrie als Methode 
eingesetzt, erapfiehlt es sich, die durch die Massen- 
spektroskopie ermittelbaren Daten zur Charakterisierung der 
niedermolekularen Peptide einzusetzen, wie beispielsweise 
deren Molekulargewicht . Es ist ebenfalls moglich, unter 
bestimmten UmstSnden andere Parameter zu analysieren, wie 
beispielsweise die Ladung der Peptide oder die charakteristi- 
sche Retentionszeit auf Chromatographiesaulen oder ein 
Fragmentrauster der niedermolekularen Peptide oder Kom- 
binationen aus Masse der niedrigmolekularen Peptide und deren 
Ladungen. 

Je nach Fragestellung, die mit der Erfassung des Status des 
Organismus noch verbunden ist, kann es vorteilhaft sein, die 
Probe auf mehrere Fraktionen zu verteilen und die Proben 
unter verschiedenen Fragestellungen oder mefitechnischen 
Anordnungen zu analysieren und somit einen Status des 
Organismus zu erfassen. 

Als Organismen dienen insbesondere Prokaryonten, Eukaryonten, 
vielzellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
von Tieren und Menschen. So wird es erf indungsgemSS erraog- 
licht, den Status von genetisch veranderten oder trans- 
formierten und/oder konditionierten Organismen zu unter- 
suchen. Dies kann insbesondere bei Oberprufungen von trans- 
forroierten Systemen vorteilhaft sein, um zu erkennen, inwie- 
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weit transf orraierte Organismen moglicherweise unerwartete 
Oder unerwunschte Eigenschaften entwickelt haben, indem 
beispielsweise Peptide gebildet werden, die auf unerwunschte 
Oder unerwartete Eigenschaften, wie toxische Eigenschaften, 
hinweisen. 

Insbesondere kann jede bewufit oder unbewufit vorgenoramene 
Manipulation (Konditionierung) eines Organismus dessen Status 
beeinf lussen, sei es im Rahmen der Verabreichung von Medi- 
kamenten, der Gentherapie, bei Infektionen, am Arbeitsplatz 
durch Kontakt rait chemischen Stoffen, bei Versuchstieren, 
insbesondere transgenen Tieren und knock-out -Mutant en. 
Insbesondere bei solchen Verfahren kann durch den intra- und 
inter -individuellen Vergleich, beispielsweise durch chrono- 
logische Probenentnahme aus einem Organismus vor und im 
Verlauf einer der oben genannten Mafinahmen oder durch Ver- 
gleich mit nicht behandelten Kontrollorganismen, fcberpruft 
werden, ob die vorhergesagten, erwunschten Anderungen im 
Status tatsachlich eingetreten sind und ob daruberhinaus oder 
stattdessen nicht vorhergesagte, unerwunschte oder auch 
erwunschte Anderungen eingetreten eind, die durch das er- 
findungsgemaSe Verfahren hypothesenfrei erfaSt werden. 

Daher eignet sich das erf indungsgem&Ee Verfahren auch zum 
Beispiel zur Begleitung von klinischen Studien, toxiko- 
logischen Untersuchungen bei der Erprobung von Medikamenten 
aller Art, zur Analyse/Erf assung von Abbauprodukten, zur 
Identifikation von Genprodukten. 

In der Veterinar- und Humanmedizin entwickelt das erfindungs- 
gemafie Verfahren seine uberragende Bedeutung dadurqh, dafc 
eine hypothesenfreie Erfassung des Status des betreffenden 
Organismus ermoglicht wird. Es wird also nicht bereits mit 
einer vorgefafiten Meinung ein BestStigungsassay durchgef \ihrt , 
sondern es wird ein echtes Gesamtbild des Status des unter- 
suchten Organismus erstellbar. Das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren, da£ als dif f erentielles Peptiddisplay (Differential 
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Peptide Display) bezeichnet werden kann, geht dabei davon 
aus, da£ in einera gesunden Organismus eiri bestimmtes Peptid- 
muster vorhanden ist und deshalb in der Lage ist, als 
Referenzstandard zu dienen. Nimmt man nun den Peptidstatus 
eines Individuunus auf und vergleicht diesen rait der Referenz, 
so kann man einerseits Abweichungen feststellen, die bereits 
einen ersten Hinweis auf einen moglicherweise pathogenen 
Zustand geben. Werden nunmehr die Abweichungen, die durch 
Vergleich rnit Shnlichen pathogenen Zustanden erstellt worden 
sind, aus entsprechenden Proben eines Erkrankten ermittelt, 
so kann bereits durch Vergleich der Abweichungen im Peptid- 
muster der Probe des Individuums und Ubereinstimmung der 
Abweichung mit einem zugeordneten Krankheitsbild die be- 
treffende Erkrankung direkt aus der Analyse identifiziert 
werden. 

Erf indungsgemaS kann dabei insbesondere wie folgt vorgegangen 
werden. Zur Herstellung einer Referenzprobe konnen zunachst 
Ultrafiltrate aus Korperf lussigkeiten und Gewebsextrakten 
verwendet werden. Die Gewinnung der Filtratpeptide und ihre 
Auftrennung in Praktionen erfolgt, indem beispielsweise 
niedrigmolekulare Peptidfraktionen gewonnen werden. Die 
Charakterisierung der Peptidfraktionen kann beispielsweise 
anhand von Retentionsverhalten und molekularer Masse, er- 
mittelbar durch Chromatographie oder Massenspektroskopie, 
erfolgen. Wird beispielsweise Oltrafiltrat von Patienten, 
die an einer bekannten Erkrankung leiden, verwendet und 
dieses mit dem zuvor erstellten Spektrum von gesunden Ref e- 
renzprobanden verglichen, kann durch das abweichende Muster 
eine Zuordnung der spezifischen Erkrankxing mit dem Status 
des betreffenden Peptidgemisches erfolgen- Die Methode kann 
somit auch in an sich herk6mmlicher Weise eingesetzt werden, 
indem beispielsweise gleich das entsprechende auf pathogene 
Veranderungen hinweisende Peptidmuster abgefragt wird, Im 
Einzelfall kann dies sogaf ein fur die entsprechende Krank- 
heit charakteristisches Peptid sein. Analysiert man z. B. 
eine Probe aus einem Patienten r bei dem ein bestimmtes 
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Erkrankungsbild erkennbar ist und eine Hypothese far die 
Ursache dieser Erkrankung besteht # kann beispielsweise dieses 
spezif ische Peptid in der Analyse gemaB Erf indung ebenfalls 
abgefragt werden und bei positivem Ausgang entsprechende 
Therapieplane eingerichtet werden. So ist es durchaus mog- 
lich, zunachst dera Patienten eine Probe zu entnehraen, mit 
dem erfindungsgemSSen Verfahren einen Status aufzunehmen, 
ura dann bei Feststellen des Vorliegens einer auf pathogene 
Zustande hinweisenden Abweichung entweder durch an sich 
bekannte Bestatigungsassays, unter Heranziehung der liblichen 
klinischen Assays, eine Kontrollmessung durchzufuhren oder 
die Kontrollmessung durch spezifisches Screening nach dem 
Indikator des pathogenen Zustands durchzufuhren. 

Peptide konnen dabei nach dem Fachmann bekannten Verfahren, 
wie beispielsweise Ultrafiltration des entsprechenden Aus- 
gangsmaterials, gewonnen werden. Dabei werden Filter mit 
einer molekularen AusschluSgr6£e verwendet, die in dem 
erf indungsgemafi beanspruchten Bereich liegen, also zwischen 
denen eines Dipeptides und maximal 30.000 Dalton. Durch 
geeignete Wahl der jeweiligen Metnbranen konnen auch bestimmte 
Molekulargewichtsfraktionen gewonnen werden. Vorzugsweise 
werden ira Rahmen der Filtration 0,2 ml bis 50 1 Filtrat ge- 
yonnen, das beispielsweise sofort nach AbschluS der 
Filtration durch Ansauern mit verdunnter SalzsSure auf einen 
pH-Wert von 2 bis 4 eingestellt wird. Die genannten Mengen 
dienen insbesondere dazu, gepoolte Proben zu untersuchen, 
zum einen zur Entwicklung von Referenzproben gesunder Pro- 
banden bzw. zur Bestimmung kranJcheitsspezif ischer Peptid- 
marker zur Erstellung einer Peptiddatenbank. 

Die nach Ultrafiltration im Filtrat vorliegenden Peptide 
werden durch Adsorption an chromatographische Materialien, 
insbesondere Kationenaustauscher, wie beispielsweise Fracto- 
gel, Anionenaustauscher-Fractogel TMAE und Reverse-Phase- 
(RP) -Materialien, mit nachf olgender Elution durch lineare 
Gradienten oder Stuf engradienten gewonnen. Zur weiteren 
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Auf reinigung konnen gegebenenf alls weitere chroraatographische 
Trennungen, insbesondere Qber RP-Phasenmaterial durchgefuhrt 
werden. 

Die Erf assung der Peptidfraktionen erfolgt vorzugsweise durch 
massenspektrometrische Analyse, insbesondere mit der MALDI-MS 
(matrix assisted laser desorption ionisation mass spectro- 
metry) Oder ESI-MS (electro spray ionisation-MS) . Dies sind 
Methoden, die zur Analyse von Peptiden einsetzbar sind, 
Hierbei wird vorzugsweise mit einer On-Line-Kopplung einer 
Microbore RP-Trennung und der Massenspektrometrie (LC-MS- 
Kopplung) gearbeitet. Aus den erhaltenen Daten wird eine 
mehrdimensionale Tabelle nach Re tent ions verbal ten, Molekular- 
gewicht und Signalintensitat als bevorzugte Leitparameter 
erstellt. Es konnen jedoch auch andere mit den genannten 
Methoden erraittelbare Grofien erfaBt werden. 

Die uber die vorgenannten Schritte gewonnenen Daten uber 
Patienten mit einer bekannten Grunderkrankung werden mit den 
gleichartig gewonnenen Daten einer gesunden Referenz- 
population verglichen. Hierbei werden sowohl qualitative 
Anderungen (z. B. das Auftreten neuer Peptide oder das Fehlen 
von Peptiden) , als auch quantitative Anderungen (das ver- 
mehrte beziehungsweise verminderte Auftreten von einzelnen 
Peptiden) f estgestellt. Die uber die vergleichende Analyse 
def inierten Targets konnen, falls erforderlich, im weiteren 
durch den Fachraann bekannte Methoden peptidchemisch gereinigt 
und identifiziert werden. Die erhaltenen Sequenzinforroationen 
konnen dann mit Protein- und Nucleinsauredatenbanken sowie 
nachfolgend mit Literaturdaten verglichen werden. Die 
Relevanz der dargestellten Peptide bezuglich der untersuchten 
Erkrankung wird uberpruft durch funktionelle Studien und 
durch Reihenscreening an geeigneten Patientengruppen. 



WO 98/07036 



PCT/EP97AM396 



- S - 

Bei spiel 1 

Verwendung von Korperf lussigkeiten, hier: Blutfiltrat (Hamo- 
filtrat, HF) 

1. Gewinnung von HF 

HF wird im Rahmen einer arterio-venosen oder auch veno- 
venosen Haraof iltration nach dem Fachmann bekannten Techniken 
an ausgewahlten Patienten oder Probanden durchgef uhrt . Die 
Gewinnung von HF erfolgt in der Weise, wie sie im Prinzip 
bei chronisch nierenkranken Patienten routinem&Eig durch- 
gefuhrt wird. Uber eine arterielle Ableitung und venose Zu- 
leitung (arterio-venose HF) oder eine venose Ableitung rait 
venoser Zuleitung {veno-venose HF) wird das Blut des 
Patienten unter apparativer Unterstfitzung durch ein HSmo- 
f iltratsgerat (z. B. Hemoprozessor, Sartorius, G6ttingen; 
AK 10 HFM, Garabro, Hechingen) uber ein Haraof ilter geleitet 
(z. B. Heraoflow F 60 oder Hemoflow HP 80 S, Fresenius, Bad 
Horaburg; Hemoflow FH 77 H und Hemoflow HF 88 H, Gambro) , das 
eine molekulare AusschlufigrSSe von bis zu 30 kDa besitzt. 
Das dem Patienten entzogene Filtratvolumen wird durch eine 
Elektrolytlosung substituiert (z. B. SH 01, SH 05, SH 22, 
SH29, Schiwa, Glandorf ) . 

Im Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens wird eine 
diagnostische HSmof iltration rait dem Ziel durchgefuhrt, 
zwischen 1 und 30 1 HF bei einem Patienten innerhalb einer 
HcLmof iltration zu gewinnen. Das HSmofiltrat wird zur Ver- 
meidung der Proteolyse sofort mit verdiinnter SSure (z. B. 
1 M HCl) auf einen pH-Wert zwischen 2 und 4 eingestellt und 
auf 4°C gekuhlt. 
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2. Gewinnung der HF-Peptide und Auftrennung in Fraktionen 

2.1 Peptidextraktion rait stufenweiser Elution 

10 1 Hamofiltrat werden mit entionisiertem Wasser auf eine 
Leitfahigkeit von 6 mS/cm verdunnt und der pH mit Salzsaure 
auf 2,7 eingestellt. Das HF wird dann auf eine Chromato- 
graphiesSule aufgetragen. Nach Bindung der HF-Peptide werden 
die gebundenen Peptide mit einer pH-Stufenelution eluiert. 
Dabei werden 7 Puffer rait aufsteigendem pH verwendet. 

Chromatographiebedingungen : 

FluE.beim Auftrag: 100 ml/min 
FluE beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion; 214, 280 nm 

Saule: Vantage (Amicon, Witten) 6 cm Durchmesser x 7 cm 
Fullh6he 

S&ulenmaterial: Fraktogel TSK SP 650 M (Merck, Darmstadt) 
Anlage: BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden- 
Nordenstadt 



Puffer 


pH-Wert 


Puffersubstanzen 


Molarit&t 


Elutionapuffer 1 


3,6 


Zitronensaure 


0,1 


fi Elutionspuff er 2 


4,5 


Essigs&ure 


0,1 


8 Elutionspuf f er 3 


5,0 


Apfels&ure 


0,1 


| Elutionspuf fer 4 


5,6 


Bernsteins&ure 


0,1 1 


1 Elutionspuf fer 5 


6,6 


Natriumdihydrogenphosphat 


..X 


Elutionspuf fer 6 


7,4 


Dinatriumhydrogenphosphat 


0,1 


Elutionspuf fer 7 


9,0 


Ammoniumcarbonat 


0,1 



Die Eluate 1-7 werden separat gesamraelt. 
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2.2 Zweite chromatographische Auftrennung 

Die Eluate 1 - 7 werden separat uber eine Reverse- Phase -Saule * 
chromatographies . 

Chromatographiebedingungen : 
FluE beim Auftrag: 10 ml/min 
FluE beim Eluieren: 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahls§ure, 1 era Durchmesser, 12,5 FGllhohe 
Saulenmaterial ; Source RPC 15 (Pharmacia, Freiburg) 
Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden -Nordenstadt 

Das Eluat wird in 4 ml-Fraktionen gesammelt. 

3. Kartierung der Peptid-Fraktionen 

3.1 

Aliquots der in 2.2 gevonnen Fraktionen werden auf einer 
Microbore -Reverse -Phase -Saule aufgetragen und im Gradient 
eluiert. Die Detektion erfol^t mit UV-Detektor und on-line 
mit einera Elektrospray-Massenspektrometer. 

Chromatographiebedingungen : 
FluE beim Auftragen: 20 pl/min 
FluE beim Eluieren: 20 /il/min 
Detektion: 220 nm 

saule: CIS AQS, 3 /inw 120 A, 1 mm Durchmesser, 10 cm LSnge 
<YMC, Schermbeck) 

Anlage: ABI 140 B Dual solvent Delivery System 

Puffer A: 0,06* Trif luoressigsSure in Wasser 
Puffer B: 80V Acetonitril in A 
Gradient: 0* B auf 100* B in 90 min 
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On-Line-Massenspektrometrie : 

API III mit Elektrospray- Interface (Perkin-Elmer , 

Weiterstadt) 

Positive Ion Modus 

MeSbereich: m/z von 300 bis 2.390 

Scan-Zeit: 7 sec 

Scan-Fenster: 0,25 m/z 

Datenerfassung erfolgt mit MacSpec oder MultiView Software 
(Perkin-Elmer) . 

3,2 MALDI-MS Messung der einzelnen Fraktionen 

Aliquots der in 2.2 gewonnen Fraktionen werden mit unter- 
schiedlichen Matrixsubstanzen, z. B. unter Zusatz von L(-) 
Fucose im MALDI-MS geraessen. 

Aus den Rohdaten wird eine mehrdimensionale Tabelle erstellt 
unter Beriicksichtigung der Scan-Nummer, Signalintensitat und 
nach Kalkulation der Massen aus den multipel geladenen Ionen 
eines Scans. 

4. Vergleichende Analyse 

4.1 Identifikation neuer, fehlender oder in ihrer Menge 
deutlich verschiedener Peptide 

Durch Vergleich der unter 3.3 erhaltenen Datensatze, die auch 
als Peptidkarten bezeichnet werden koroien, werden qualitative 
und/oder quantitative Unterschiede f estgestellt . Dabei werden 
unter Beriicksichtigung von Kontrollen und Proben einzelne 
DatensStze oder auch Gruppen von DatensStzen zum Vergleich 
herangezogen. 
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4,2 Peptidchemische Charakteirisierung der identifizierten 
Targets 

Aus dem gewonnen Rohraaterial (z. B. GroSpraparationen von 
Hamofiltrat) werden die identifizierten Targets in Mengen 
aufgereinigt, die eine Identif ikation erlauben. Dazu werden 
die unterschiedlichen, dem Fachraann bekannten chromato- - 
graphischen Trenntechniken (Reverse Phase, Ionenaustausch, 
AusschluBgroBenchromat ographie , hydrophobe Interakt ions - 
Chromatographic etc.), die im allgemeinen zur Auftrennung 
von Peptidgemischen eingesetzt werden, verwendet. Nach jeder 
chromatographischen Trennung einer Praktion werden uber ESI- 
MS, MAUDI-MS oder auch LC-MS die Targets erneut in den 
Fraktionen identif iziert . Dieses Procedere wird unter 
Variation der chromatographischen Parameter so oft wieder- 
holt, bis ein reines Produkt der gesuchten Spezif ikation, 
d. h. Retentionszeit und molekularer Masse, vorliegt. Darauf 
folgt die Bestiramung einer Teil- oder Komplett-Aminosaure- 
sequenz oder eines Fragmentmusters . Im Anschlufi wird ein 
Datenbankvergleich durchgefflhrt an den bekannten Datenbanken 
(Swiss-Prot und EMBL-Peptid- und Nucleinsaure-Datenbank) mit 
dera Ziel der Identif ikation der Teil- oder Komplett sequenz 
oder eines Fragmentmusters, 1st kein Datenbankeintrag vor- 
handen, erfolgt die Aufklarung der Primarstruktur . 

Beispiel 2: 

Verwendung von Korperf lQssigkeiten, hier: Aszites 
1, Gewinnung von Aszites 

Aszites bildet sich as extravasales Exsudat bei unterschied- 
lichen Erkrankungen (maligne Turaoren, Leberstorungen etc.) . 
Im Rahmen des hier vorliegenden Verfahrens werden zwischen 
10 ml und 10 1 Aszites durch Punktion gewonnen und danach 
zur Vermeidung der Proteolyse sofort mit vrdunnter Saure 
(z. B. l M HC1) auf einen pH-Wert zwischen 2,0 und 4,0 einge- 
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stellt und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration uber 
eine Cellulose-Triacetat-Membran mit einer AusschluBgr6Se 
von 30 JcDa (Sartocon-Mini-Apparatur, Sartorius) wird das 
Filtrat als Quelle von Peptiden im weiteren verwendet. 

2. Gewinnung der Aszites- Peptide und Auftre?nnung in 
Fraktibnen 

2.1. Peptidextraktion mit Gradienten-Elution 

5 1 Aszites -Filtrat werden auf pH 2,0 eingestellt und fiber 
eine praparative Reverse- Phase -Saule getrennt. 

Chroma tographiebedingungen : 

FluS beim Auf t rag 40 ml/min 
Flufi beim Eluieren: 40 ml /rain 
Detektion: 214 nm, 280 nm 

Saule: Waters Kartuschensystem, 4,7 cm Durchmesser, 30 cm 
Fullhohe 

Saulenmaterial : Vydac RP-C18, 15-20 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 
Puffer A: 0,1% Trif luoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 3,000 ml 

Das Eluat wird in 50 ml Fraktionen gesammelt. 

Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1. 

Beispiel 3: 

Verwendung von Korperf lilssigkeiten, hier: Urin 
1. Gewinnung von Urin 

Urin wird direkt als Katbeterurin oder als Spontanurin von 
Patienten in Mengen von 0,5 bis 50 1 gewonnen und zur Ver- 
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meidung der Proteolyse sofort mit verdunnter Saure (z. B. 
1 M HCl) auf einen pH-Wert 2wischen 2,0 und 4,0 eingestellt 
und auf 4°C gekuhlt. Nach einer Ultrafiltration uber eine 
Cellulose-Triacetat-Membran mit einer AueschluSgrofie von 30 
kDa (Sartocon-Mini-Apparatur, Sartorius) wird das Filtrat 
als Quelle von Peptiden im weitereh verwendet. 

2. Gewinnung der Urin -Peptide und Auf trennung in Fraktionen 

2.1 Peptidextraktion mit stufenweiser Elution 

10 1 Urin-Filtrat werden rait Wasser auf eine Leitf ahigkeit 
von 6 mS/cm verdflnnt: und der pH mit HCl auf 2,7 eingestellt. 
Das Urin-Filtrat wird dann auf eine Chromatographiesaule 
aufgetragen. Nach Bindung der Peptide werden die gebundenen 
Peptide mit einem Kochsalzgradieilten eluiert. 

Chromatographiebedingungen : 

FluS beim Auftrag: 100 ml/min 
FluS beim Eluieren: 30 ml/min 
Detektion; 214 nm 

Saule: Vantage (Amicon, Witten) 6 cm Durchmesser x 7 cm 
FCillhohe 

Saulenmaterial : Merck Fraktogel TSK SP 650 M 

Anlage: BioCAD 250, Perseptive Biosystems, Wiesbaden- 

Nordenstadt 

Puffer A: 50 mM NaH 2 P0 4 pH 3,0 

Puffer B: 1,5 M NaCl in A 

Gradient: 0* B auf 100* B in 2,000 ml 

Das Eluat wird in 10 Pools & 200 ml gesammelt. 
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2.2 Zweite 'chromatographische Auftrennung 

Die Fraktionen werden separat uber eine Reverse-Phase-Saule 
chromatographiert . 

Chroraatographiebedingungen : 

Flufc beim Auftrag: 10 ml/min 
FluB beim Eluieren: 4 ml/min 
Detektion: 214 nm 

Saule: HPLC-Stahlsaule, 1 cm Durchmesser, 12,5 cm Fullhohe 

SSulenmaterial : Pharmacia Source RPC 15 tim 

Anlage: BioCAD, Perseptive Biosystems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Puffer A; 0,1V Trifluoressigsaure in Wasser 
Puffer B: 80% Acetonitril in A 
Gradient: 0% B auf 100% B in 200 ml 

Das Eluat wird in 4ml Fraktionen gesammelt, 

Der weitere Verlauf der Charakterisierung entspricht Beispiel 
1 . 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Erfassung des Status eines Organismus 
durch Messung von Peptiden aus einer Probe des Organis- 
mus, die hoch- und niedrigmolekulare Peptide enth&lt, 
als Indikator fOr den Status des Organismus, wobei 

niedrigmolekulare Peptide direkt erfaSt und 
charakterisiert und 

mit einer Referenz in Beziehung gesetzt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Probe Gewebe- oder 
Flussigkeitsproben aus dem Organismus oder der 
Organismus selbst oder Kombinationen davon ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung herange- 
zogen werden, ein Molekulargewicht von hochstens 30 000 
Dal ton aufweisen. 

4 . Verfahren nach Anspruch 3 , wobei die niedrigmolekularen 
Peptide, die zur Messung herangezogen werden, 
mindestens ein Molekulargewicht, das dem von Dipeptiden 
entspricht , auf weisen . 

5. Verfahren nach Anspruch 3 und/oder 4, wobei die 
niedrigmolekularen Peptide, die zur Messung heran- 
gezogen werden, ein Molekulargewicht von 100 bis 10 000 
Dalton auf weisen. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die hochmolekularen Peptide vor der Messung der 
niedrigmolekularen Peptide abgetrennt werden oder 
meEtechnisch oder auswertetechnisch bei der Erfassung 
der Probe nicht berucksichtigt werden. 
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7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die Erfassung der niedrigmblekularen Peptide 
durch Massenspektrometrie erfolgt. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die niedrigmolekularen Peptide durch die Messung 
ihres Molekulargewichtes charakterisiert werden. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8 f 
wobei die Probe vor der Messung der niedrigmolekularen 
Peptide in verschiedene Fraktionen aufgeteilt wird und 
unter unterschiedlichen Bedingungen gemessen wird. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 
wobei als Organismus Prokaryonten, Eukaryonten, viel- 
zellige Organismen, Zellen aus Gewebekulturen, Zellen 
aus Tieren und Menschen dienen. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
wobei die Probe aus genetisch veranderten oder trans- 
formierten und/oder konditionierten Organismen stammt . 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status des Organismus zur 
hypothesefreien Untersuchung und Aufnahme des Status 
des Gesamtorganismus, zur Aufdeckung ev^ntueller 
Abweichungen von einem Ref erenzzustand, dient. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei die Erfassung des Status eines transf ormierten 
Organismus zur hypothesefreien Untersuchung und Auf- 
nahme des Status des Gesamtorganismus zur Aufdeckung 
von Veranderungen des transf ormierten Organismus dient, 
zur Aufdeckung von mit der Transformation verbundenem 
Auftreten von Peptiden, die kausal mit Stof fwechselver- 
anderungen zusammenhangen. 
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